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No presente trabalho, foram estudados os dados de equilíbrio de fases dos 
sistemas aquosos bifásicos formados por polietilenoglicol (1500, 3350 e 6000) + 
fosfato monobásico e dibásico de sódio (pH 7) + água. Estudou-se o efeito da 
variação da temperatura (10, 25 e 40°C) bem como da massa molar sobre os dados 
de equilíbrio. Para o PEG 3350 observou-se um aumento da área bifásica com 
diminuição da temperatura, mostrando que a formação do sistema aquoso bifásico é 
exotérmico. Para o PEG 1500 e 6000 houve aumento da área bifásica à 10 e 40°C 
se comparado à temperatura de 25°C. Em todas as temperaturas em estudo, o 
aumento da massa molar contribuiu para o aumento da área bifásica. Fato este que 
foi explicado pelo aumento do caráter hidrofóbico com o aumento da massa do 
polietilenoglicol. 





















In this work, data from phase equilibrium of aqueous two-phase systems 
formed by polyethylene glycol (1500,3350 and 6000 ) + phosphate monobasic and 
dibasic ( pH 7) + water were studied . It was studied the effect of varying the 
temperature ( 10, 25 and 40 ° C ) and molecular weight the equilibrium data . For 
PEG 3350 was observed an increase of the biphasic area with decreasing 
temperature, showing that the formation of the aqueous two-phase systems is 
exothermic. To the polyethyleneglycol 1500 and 6000 was biphasic increase in area 
10 and 40 °C compared to 25 °C. At all temperatures studied, the increase in molar 
mass contributed to the increase of the biphasic area. This fact explained by the 
increased hydrophobic character with increasing polyethylene glycol weight. 
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Os sistemas aquosos bifásicos (SABs) estão inseridos na categoria de 
equilíbrio líquido-líquido, assim como os sistemas orgânicos bifásicos (SOBs). A 
obtenção dos SABs ocorre quando misturam-se soluções aquosas de dois polímeros 
quimicamente diferentes, tais como, dextrana e polietilenoglicol, de um polímero e 
um sal, como PEG e fosfato de sódio, e ainda, de um líquido iônico e um sal, 
[Bmim]BF4/fosfato de potássio.
1,2,3 Quando essa mistura estiver em alguns estados 
termodinâmicos específicos, observa-se a formação espontânea de um sistema 
aquoso bifásico em que cada uma das fases está enriquecida com um dos 
componentes.3 Esses sistemas têm sido eficientemente aplicados na extração e /ou 
purificação de diversos compostos de grande utilidade na biotecnologia.4 
Para a partição de biopartículas, os SABs tornam-se favoráveis, pois, em sua 
maioria, as fases são formadas majoritariamente por água, o que fornece um 
ambiente ameno para esse tipo de material, evitando assim, mudanças em sua 
estrutura e a perda de atividade biológica.5,6,7 Razão pela qual eles têm se tornado 
uma poderosa técnica de extração e análise de material biológico, a saber, células, 
membranas , proteínas, organelas celulares, vírus e outras biomoléculas.8,9 
Estudos relacionados à aplicação dos SABs são recentes, porém, eles foram 
descobertos há mais cem anos. 
 
1.1 A história dos sistemas aquosos bifásicos 
 
De acordo com o microbiologista, Beijerinck, apud Walter et al. (1985)10, 
soluções aquosas de gelatina e ágar (ou amido) eram capazes de formar sistemas 
líquido bifásicos. Sendo a fase inferior constituída por ágar (ou amido) e a superior 
por gelatina. 
Ostwald e Hertel, apud Loh e Silva (2006)11, em 1936, verificaram que amidos 
de diferentes fontes (arroz, milho), com diferentes frações de amilose e amilopectina, 
eram capazes de produzir diferentes diagramas de fases.  
No final da década de 40, Dobry e Boyer, apud Walter et al. (1985)10, 
objetivando verificar a generalidade do fenômeno de separação de fase em sistemas 
contendo macromoléculas, estudaram a miscibilidade de um grande número de 
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pares de polímeros dissolvidos em solventes orgânicos ou em soluções aquosas. 
Eles puderam constatar que dos 35 pares estudados, apenas quatro não formavam 
duas fases, concluindo que a incompatibilidade entre as macromoléculas era um 
fenômeno geral. 
Apesar de estudos e trabalhos realizados a respeito desses sistemas, foi 
apenas no final da década de 50 que Albertsson mostrou à comunidade científica o 
grande potencial desses sistemas aplicados à partição/purificação de materiais 
biológicos.12 Após vários experimentos frustrados, Albertsson misturou um 
sedimento de hidroxiapatita, contendo partículas de cloroplasto fortemente 
adsorvida, em um tampão de fosfato de potássio 1mol/L, com solução aquosa de 
PEG, que foi mantida em repouso por um período de tempo. Ele pôde observar uma 
intensa coloração verde do cloroplasto, que antes era fortemente associado à 
hidroxiapatita, na parte líquida acima do tampão, e a hidroxilapatita tornou-se branca 
e completamente isenta de cloroplasto. Esse foi o primeiro experimento em que os 
SABs foi usado para a partição de partículas celulares.10  
Os SABs também têm se mostrado eficiente na aplicação de extração de 
outros tipos de analitos, tais como compostos inorgânicos e orgânicos13,14, e a partir 
da metade dos anos 80, na extração de íons.15 A pesquisa na área dos SABs segue 
3 tendências (i) descoberta de novos SABs; (ii) descoberta de forças que regem a 
formação desses sistemas e (iii) aplicação dos SABs. 
 
1.2 Descoberta de novos sistemas aquosos bifásicos 
 
A primeira tendência de pesquisa em SABs busca novos componentes para 
formação desses sistemas. A solução aquosa formada de PEG e dextrana é o 
sistema de polímero mais estudado além de ser o mais utilizado em escala 
industrial.16  
A Tabela 1 mostra alguns exemplos de sistemas formados por polímero + 
polímero e polímero + sal.17 Essa busca por novos componentes formadores de 
SABs tem feito surgir diversos trabalhos que visam conseguir polímeros de baixo 
custo para a substituição da dextrana, de modo que os gastos, sejam reduzidos, e a 
eficiência no processo de purificação seja aumentada.18,19 
Os sistemas PEG/sais apresentam vantagens em relação aos sistemas 
compostos por polímeros-polímeros-água por serem mais baratos, exigirem menor 
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tempo de separação de fases e por terem propriedades físicas favoráveis à 
operação em larga escala. Dentre as propriedades pode-se destacar a elevada 
seletividade, diferenças de densidade e viscosidade entre as fases, o que torna 
adequado para o trabalho com equipamentos de extrações disponíveis no mercado. 
Assim, os sistemas PEG e sal têm sido usados para a extração de biomoléculas, de 
íons. A separação das fases é atingida mais rapidamente em virtude da maior 
densidade da fase salina em relação à fase polimérica, o que favorece o uso de 
sistemas polímeros-sal em aplicações industriais.20,21 
 
Tabela 1: Exemplos de componentes formadores de SABs
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Dessa forma, sistemas formados por PEG-sal, tem sido altamente 
investigados devido às grandes vantagens se comparado aos sistemas formado por 
PEG-Dextrana. Prova disso é a gama de trabalhos que reportam estudo do 








1.3. Fatores que influenciam na formação dos sistemas aquosos 
bifásicos  
 
A segunda tendência visa descobrir forças que regem a formação e a partição 
de soluto nesses sistemas. No entanto, obter um sistema aquoso bifásico otimizado 
para a extração de um soluto ainda restringe-se a uma abordagem de tentativa e 
erro. Um dos aspectos que dificulta alcançarmos um modelo geral para a formação 
do SAB é a quantidade e diferença na natureza dos componentes que geram esses 
sistemas. Outra dificuldade relacionada à compreensão dos fatores que governam a 
formação e partição nos SAB‘s é, além da sua dependência da temperatura, a 
ausência de dados termodinâmicos referentes à variação de entalpia, entropia, 
volume e capacidade calorífica dos processos de mistura dos componentes 
formadores dos SAB‘s. Quando se obtém um diagrama de fase, podem-se extrair 
inúmeras informações a seu respeito, sendo todas relacionadas à minimização da 
energia livre. Como exemplo, através do diagrama, sabemos em qual composição 
global o sistema se encontra homogêneo ou bifásico sendo a separação entre essas 
















No diagrama de fase a composição de cada constituinte de um sistema é 
definida em termos de porcentagem massa/massa, % (m/m), podendo ser 
representada em um diagrama de fases triangular ou retangular( Figuras 1 e 2).11 
 No diagrama triangular, o componente 1, o componente 2 e o solvente 
(água), são representados pelos vértices do triângulo equilátero, Figura 1. Pontos 
dentro da área triangular representam a mistura dos três componentes. A 
porcentagem de cada componente na mistura é lida ao longo da linha perpendicular 
ao lado oposto do vértice correspondente. A soma das coordenadas de qualquer 
ponto no diagrama é sempre 100%. Toda composição de mistura é representado por 
pontos abaixo da linha binodal ocasionam a separação das fases e acima da 
mesma, fornece um sistema aparentemente, homogêneo, ou seja, uma única fase.3 
Geralmente, a composição química das duas fases em equilíbrio 
termodinâmico é representada por diagrama de fases de coordenadas retangulares, 
Figura 2.22 Em relação ao estudo de partição, essa representação é uma importante 
ferramenta11 e para sistemas aquosos bifásicos com elevado teor de água, o 
diagrama que expressa apenas duas concentrações tem sido a mais utilizada.23  
O eixo da abscissa representa a concentração do sal e a ordenada, a 
concentração do polímero, que estão presente no sistema. Assim, nesse diagrama, 
pode-se identificar em quais composições o sistema é homogêneo ou heterogêneo, 
e as duas regiões são separadas pela linha binodal, APC, Figura 2. Nele estão 
representados as linhas de amarração, ABC, que unem o ponto da composição 
global (B) às concentrações dos componentes na fase superior(A) e às 














Ao longo de uma mesma linha de amarração estão representados pontos 
que mostram composições globais que fornecerão fases superiores e inferiores com 
propriedades intensivas idênticas, mas diferentes propriedades extensivas22, Figura 
3. 
Os métodos para a construção da linha binodal são a titulação turbidimétrica 
e a análise das fases. No primeiro, e menos exato, também conhecida como ponto 
de nuvem, parte-se de uma solução estoque de um polímero, de concentração 
conhecida, sendo a ela adicionados gotas de uma solução estoque de sal (ou outro 
polímero), misturando, até o aparecimento da turbidez. Esse momento indica que o 














No segundo método, e mais utilizado, a construção da linha binodal ocorre 
com a determinação da composição das fases superior e inferior de vários sistemas 
com composições globais variadas, obtendo os pontos A e C (Figura 2) de modo 
que a união entre esses dois pontos seja a linha de amarração.25 Esse método, 
ainda possibilita o cálculo de um importante parâmetro termodinâmico que é o 
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De modo que   indica as frações em massa, os sobrescritos   e  , referem-se às 
fases superior e inferior e os subscrito   e   , ao polímero e sal, respectivamente.27 
Frequentemente, o     é usado para expressar o efeito da composição do sistema 
na partição de um biomaterial além de medir as propriedades intensivas entre as 
fases.31 Quanto maior o valor do    , maior será a diferença entre as propriedades 
termodinâmicas intensivas das fases.28  
Uma outra importante característica do diagrama de fase é a  inclinação da 
linha de amarração ,    (STL, do inglês slope of the tie line) que pode ser calculada 
de acordo com(2):24 
 
 
      
    
   
 
  
     
  
   




de modo que     e     indicam a variação da concentração do polímero e do sal, 
respectivamente, nas fases. Nascimento et al. (2011)29 investigaram o efeito da 
temperatura nos diagramas de sistemas formado por UCON – sal analisando a ILA e 
mostraram um aumento da temperatura e da ILA para cada composição avaliada. 
Isso também foi observado para outros sistemas.30,31 Albertsson (1986)1 concluiu de 
que os valores da ILA em sistemas poliméricos aquosos, normalmente são 
constante, ou seja, as linhas são paralelas uma com as outras, considerando o 
mesmo diagrama de fases. 
Mediante à mudança dos diagramas de fase frente a esses parâmetros 
termodinâmicos são necessários estudos experimentais com os SABs. Esses 
estudos mostram que no processo de separação de fases a região bifásica é 
fortemente afetada por fatores tais como temperatura, massa molar do polímero, pH 
e tipo de sal utilizado.31,32,33 O presente trabalho tem por objetivo analisar apenas o 
efeito da temperatura e da massa molar. 
 Efeito da temperatura sobre o diagrama de fase: estudos mostram que o 
aumento da temperatura pode provocar o aumento da área bifásica em 
diagramas do tipo polímero e sal.34 Sendo assim, separam-se de fase mais 
facilmente em elevadas temperaturas e com baixas concentrações dos 
componentes. No entanto, o efeito da temperatura modifica-se de sistema 
para sistema e depende do tipo de polímero utilizado.24,31 Zaslavsky (1995)24  
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mostra que um sistema contendo dois polímeros distintos se diferem de 
sistemas contendo apenas um polímero, ou seja, a concentração de 
polímeros para a separação de fases aumenta com o aumento da 














Figura 4: Diagrama de fase de sistema Dex-PVP-água em diferentes temperaturas
24 
 
Considerando sistemas formados por um polímero e um sal Silva e Loh 
(2000)35 reportaram que na interação entre os íons do sal e o polímero, para 
formação do SAB, ocorre a absorção de energia, ou seja, esta interação é 
endotérmica. Assim, o aumento da temperatura favorece a formação dos 
produtos e aumenta a intensidade da interação sal-PEG. O aumento da 
temperatura também pode transferir água da fase superior para a fase inferior 
e, dessa forma, o volume das fases se altera. O aumento da temperatura 
causa o aumento da hidrofobicidade da fase polimérica e, assim, há exclusão 
de moléculas de água de solvatação do polímero, de modo a transportá-las 
para fase mais hidrofílica. A temperatura também afeta a inclinação da linha 
de amarração. Este fato é consequência da transferência de moléculas de 
água36 
 Efeito da massa molar do polímero: Albertsson observou que o aumento da 
massa molar do polímero promovia um aumento da área bifásica no diagrama 
de fase (Figura 5).24,37 Desde então muitos trabalhos têm sido publicados 
objetivando analisar o comportamento dos diagramas de fase frente a 

















Figura 5: diagrama de fases para sistemas aquosos bifásicos formados por a) PEG-(NH4)2SO4-água 




A compreensão desses efeitos sobre os diagramas torna-se importante 
sobretudo para a aplicação dos SABs à partição. Assim, para a construção dos 
diagramas é fundamental a coleta de inúmeros dados experimentais, mas para 
minimizar os gastos, empregam-se modelos matemáticos termodinâmicos para 
predição do equilíbrio de fases em sistemas multicomponentes.42  Alguns modelos 
são baseados na teoria de expansão osmótica do virial e na teoria de rede. O 
modelo de rede, incorporando o conceito de energia de interação na forma de pares, 
pode dar uma representação mais satisfatória para os SABs do tipo polímero-
polímero. O modelo de Flory-Huggins e o modelo UNIQUAC (UNIversal QUAsi-
chemical Activity Coefficient) foram usados para correlacionar dados de uma vasta 
variedade de SABs formados por polímero-polímero.43 Kang e Snadler (1987)44 
descreveram o comportamento das fases do SAB composto por PEG + Dex + água, 
empregando esse modelo, o qual incorpora o efeito de polidispersão do polímero 
sobre o comportamento do sistema. 
Na pesquisa sobre os SABs, a maioria das investigações segue os princípios 
de físico-química de polímeros, mais especificamente da estrutura da teoria de Flory-
Huggins.35 Nesta teoria, um conjunto de equações analíticas simples, estão sendo 
utilizadas para identificar as forças motrizes dominantes no processo de separação 




de fases e partição de solutos, tais como proteínas, na presença e ausência de 
eletrólitos adicionados em toda uma classe geral de sistemas aquosos bifásicos.45 
Do ponto de vista da termodinâmica, a mistura de dois componentes formará 
uma solução se a variação da energia livre de Gibbs de mistura (        for negativo, 
do contrário, o sistema separará em duas fases (3).24 
 
                      (3) 
 
em que,       e       são a entalpia e a entropia da mistura, respectivamente e   é 
a temperatura absoluta.24 
 
1.4. A formação dos sistemas aquosos bifásicos e sua aplicação 
 
A formação do SAB dependerá das interações intermoleculares , expressa 
em termos de energia livre, entre os constituintes. Tais interações são responsáveis 
por todas as propriedades físico-químicas presentes nas fases, como por exemplo, a 
distribuição dos componentes na mistura, a relação entre os volumes das fases, o 
coeficiente de partição, dentre outros.11  
Para um SAB produzido a partir de uma determinada composição global, 
geralmente definida em termos de porcentagem massa/massa, % (m/m), observa-se 
que uma das fases formadas será rica em polímero e a outra, rica em sal. Ambas 
predomina a água (Figura 6).22 Albertsson percebeu que, devido a um ambiente 
favorável, esses sistemas poderiam ser aplicados á partição/purificação de 















Dessa forma eliminou-se dois problemas relacionados à aplicação dos 
sistemas água-solvente orgânico na purificação de biomateriais: a desnaturação 
e/ou efeito da precipitação e a partição extrema da proteína para uma das fases.10,25 
Nessa tendência o objetivo é aplicar os SABs conhecidos para a 
purificação/extração de novos solutos, considerando que esses sistemas possuem 
um excelente potencial quando aplicados a biosseparação, separação de moléculas 
menores , íons metálicos e compostos orgânicos.46-48 
Diederich et al.(2013)49 realizaram a purificação da proteína avidina do ovo da 
galinha branca, proteína esta que tem grandes aplicações nas indústrias 
farmacêuticas. As proteínas constituem basicamente 10% (m/m) do ovo, sendo que 
dessa fração total, ocorrem predominantemente, ovalbumina (54%), ovotransferrina 
(12-13%), ovomucóide (11%) e lisozima (3,5%), mas apenas 0,5% é avidina. Assim 
os sistemas aquosos bifásicos poderia representar uma alternativa à separação 
cromatográfica da proteína avidina de ovos brancos.  
A extração líquido-líquido usando SABs é uma ferramenta promissora. Uma 
vez que cada uma, das duas fases coexistentes, contém predominantemente água, 
as proteínas podem ser dissolvidas nestes sistemas, mantendo a sua conformação 
nativa e atividade biológica. Na verdade, a presença de polímeros podem ainda 
melhorar a estabilidade da proteína contra denaturação térmica.25  A exemplo disso, 
Ferreira et al. (2013)50 reportam a partição de 15 diferentes proteínas em SABs 
formado por PEG – Na2SO4 (sulfato de sódio) e avaliam a partição sob efeito da 
adição de dois diferentes sais. 
Muitos trabalhos recentes têm sido publicados mostrando o potencial dos 
SABs para purificação de proteínas devido a importância dessas na área de 
biotecnologia. Nascimento et al. (2010) 51 utilizaram com êxito os SABs, baseado em 
PEG-citrato de sódio, para particionar a lectina ConBr do extrato de Canavalia 
brasiliensis, proteína essa com grandes aplicações biotecnológicas. 
É importante ressaltar que esses sistemas são utilizados não somente para a 
partição de biomateriais mas também de íons metálicos.22,52 Embora os primeiros 
trabalhos sobre os sistemas aquosos bifásicos tenham sido publicados a partir de 
1896, por Beijerink10, somente em 1984 surgiu a primeira pesquisa envolvendo a 





1.5. Componentes presentes nos SABs 
 
1.5.1. Polietilenoglicol (PEG) 
 
Esse polímero, também conhecido como poli(óxido) etileno (PEO) é um 
polímero sintético, hidrofílico e não iônico, sua estrutura parcial está representada na 
Figura 7.  Ele é a base para as indústrias de plástico, embalagens , fibras, adesivos, 
tintas e esmaltes. A maioria dos polímeros sintéticos é composta por moléculas que 
contêm centenas ou milhares de grupos de átomos interligados chamados unidades. 
A macromolécula de PEG é formada por apenas um tipo de unidade repetida e, por 
isso, é chamada homopolímero; quando é formada por mais de um tipo de unidade 
repetida é chamada copolímero 54  
O polietilenoglicol é altamente solúvel em água e sua forte hidratação é 
devido a um ajuste muito favorável dos monômeros da óxido de etileno dentro da 
estrutura da água. Uma característica importante das soluções de PEO é que a 
hidratação das unidades de EO é fortemente dependente da temperatura. Como 
conseqüência, a solubilidade do PEO em água pode ser ajustada pela variação de 
temperatura, providenciando uma maneira alternativa (além da variação na 
concentração) para variar sua auto-agregação.55 
 
 
Figura 7: Representação plana parcial da molécula de PEG com os sítios disponíveis para as 
interações com os demais componentes do sistema.  
 
Devido ao baixo custo e baixa toxicidade, o que o mantém dentro dos 
princípios da química verde, em relação a outros polímeros, o polietilenoglicol é o 









Para o preparo dos SABs, os sais utilizados são, normalmente, sulfato de 
sódio, sulfato de lítio, fosfato de potássio monobásico e fosfato de potássio 
dibásico.56 Alguns exemplo desses sistemas com diferentes sais em sua constituição 
são mostrados na Tabela 2.57 
 
Tabela 2 : Exemplo de grupos de SABs e seus constituintes 
 
GRUPO DOS SABs CONSTITUINTES 
Polímero-polímero PEG/Dextrana 
 PEG/ PVA 
 PEG/ Poli ácido acrílico 
  
Polímero-sal inorgânico PEG/ fosfato de potássio 
 PEG/sulfato de magnésio 
 PEG/tartarato de sódio 
 
1.6 SABs: uma alternativa ambientalmente amigável 
 
A maior preocupação de órgãos de regulamentações ambientais é a 
minimização de descarte de resíduos que sejam nocivos à saúde humana e ao meio 
ambiente, e isso faz com que esses órgãos se tornem cada vez mais rígidos. Assim, 
o número de pesquisas acadêmicas e industriais voltadas para o desenvolvimento 
de metodologias que sejam menos poluentes, mais seguras e economicamente 
viáveis, é cada vez mais crescente.58 
Dessa forma os SABs são uma alternativa promissora para substituir as 
tradicionais extrações líquido – líquido, por se basear nos princípios da química 
verde. Como mencionado anteriormente, esses sistemas são constituído, 
majoritariamente por água (ver Figura 6) e os demais constituintes ( polímeros e 
sais) não são tóxicos ou inflamáveis.59 
Raghavarao et al. (2003)60 indicaram que este aspecto pode ser a chave para 
justificar o emprego de SAB em lugar de técnicas mais baratas, pois as 
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considerações ambientais podem inverter esta perspectiva. Em geral, as 
substâncias utilizadas são biologicamente inertes (polímeros sintéticos) ou 
biodegradáveis, no caso dos carboidratos. Em sistemas formado por polímero + sal 
+ água, o processo de reciclagem do sal é tão dispendioso quanto a destilação de 
solventes orgânicos, porém o risco é menor por não serem voláteis. 
Os polímeros ditos termossensíveis (TSP, do inglês thermoseparating 
polymer) exibem uma característica interessante: existe uma temperatura, chamada 
temperatura de ponto de núvem (cloud point temperature) abaixo da qual o sistema 
água + polímero apresenta miscibilidade total, ou seja, são completamente miscíveis 
em qualquer proporção e o sistema será, consequentemente, monofásico. 
Entretanto, acima desta temperatura, ocorre a formação de uma fase rica em 
polímero e outra rica em água. À medida que se eleva a temperatura, a separação 
intensifica-se, chegando a um ponto em que coexistirão uma fase de polímero e 
outra de água praticamente puros. Este tipo de sistema também é empregado em 
extração líquido-líquido de substâncias sensíveis ao meio e apresentam excelentes 
possibilidades de reciclagem do polímero.61 Johansson et al. (1998)45 indicam este 
tipo de sistema para situações em que a substância a ser purificada deve ser 
extraída de uma fase aquosa a uma dada temperatura e em seguida deve retornar a 


















2.1. Objetivos Gerais 
 
Este trabalho tem por objetivo a construção de diagrama de fases dos 
sistemas compostos por PEG – sal – água para analisar o comportamento dos 
mesmo mediante a variação da temperatura e da massa molar. 
 
2.2. Objetivos Específicos  
 Determinar dados de equilíbrio de fases formado por polietilenoglicol – 
sal – água, variando a massa molar do polímero (1500 , 3350 e 6000g.mol-1) e 
a temperatura (10, 25 e 40°C); 
 Obter 4 linhas de amarração para cada sistema;  




















3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
 
3.1. Materiais utilizados 
 
Polietilenoglicóis comprado da Sigma-Aldrich® com massas molares médias 
de 1500, 3350 e 6000 g.mol-1. Sais de fosfato de sódio monobásico anidro 
(NaH2PO4), massa molar 119,98 g.mol
-1, e fosfato de sódio dibásico anidro 
(Na2HPO4), massa molar 141,96 g.mol
-1, ambos da marca AMRESCO®. O pH do 
tampão neutro foi de 7,00 com razão em massa NaH2PO4/Na2HPO4 de 2,602. Todos 
os experimentos foram feitos com água deionizada e/ou de osmose reversa de baixa 




3.2.1. Obtenção do diagrama de fases 
 
3.2.2. Titulação turbidimétrica 
 
As curvas binodais foram construídas a partir da mistura de cada polímero (PEG 
1500, 3350 e 6000), solução tampão e água, em cada temperatura (10, 25 e 40°C) 
através do método de titulação turbidimétrica. Este método consiste em titular uma 
solução de PEG com uma solução tampão, até que a mistura final das soluções 
tornem-se turva. Inicialmente, preparou-se soluções estoque dos PEGs 3350 e 6000 
à 50% (m/m) e do PEG 1500 à 60% (m/m), e soluções estoque do tampão 
NaH2PO4/Na2HPO4 , pH 7, à 30% (m/m). Em seguida, foi pesado em um tubo de 
ensaio cerca de 1,0 grama da solução estoque do PEG. Esse foi inserido em um 
banho termostatizado (Quimis®) na temperatura de análise ( 10, 25 e 40°C) e com o 
auxílio de uma micropipeta foi adicionando 25μL da solução estoque de tampão, até 
que a mistura turvasse. Essa mistura, após um curto repouso, verificou-se que havia 
a formação de duas fases. Após esse turvamento, adicionou-se 100 μL de água para 
que o sistema voltasse a ser homogêneo. As quantidades de tampão e água 
adicionados foram anotados, em cada ponto de turvamento, de modo que as 
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concentrações de polímero, tampão e água fossem determinados. A titulação foi 
repetida até a obtenção de pontos suficiente para a formação da curva binodal. As 
densidades da água, nas respectivas temperaturas, foram obtidas no handbook de 
físico-química e a densidade da solução de sal medida por meio do método 
picnométrico. Com as curvas pseudobinodais construídas, foram selecionados 
pontos de mistura na região bifásica para a quantificação dos pontos que compõem 
as linhas de amarração. Os pontos escolhidos foram submetidos à análise das 
composições das fases.11,30,62 
 
3.2.3. Preparo dos sistemas aquosos bifásicos 
 
Para a construção dos diagramas de fase foram preparados sistemas 
aquosos bifásicos em tubos de 15 mL. Cada sistema foi pesado, separadamente, 
em uma balança analítica (RADWAG, modelo: AS220/C/2 com precisão de 0,0001 
g) até uma massa final de 10,0000 g. Esse procedimento foi realizado com cada 
PEG (1500, 3350 e 6000). Todos os sistemas foram agitados, para a mistura dos 
componentes, e deixados em repouso, por 24 horas, em um banho termostatizado 
nas temperaturas de 10, 25 e 40 °C para a separação de duas fases transparentes, 
até que o equilíbrio termodinâmico fosse atingido. 
 
3.2.4. Análise das fases dos SABs 
 
Após alcançar o equilíbrio termodinâmico, as fases, superior e inferior, foram 
separadas. Sendo a fase superior retirada com o auxílio de uma micropipeta de 
1000 μL, e a fase inferior retirada com uma seringa com agulha. Com as fases 
separadas foi realizada a  quantificação de cada componente presente nas mesmas, 
sendo eles o PEG, através do índice de refração, o tampão, por condutivimetria, e a 








I. Quantificação do Sal 
 
O tampão NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7, foi quantificado a partir da condutimetria 
(Condutivímetro GEHAKA, modelo: CG 2000 com eletrodo sensor de condutividade 
com uma constante de célula K = 1,0 e modelo: SCC04) juntamente com a 
construção das curvas analíticas de condutividade específica em função da 
concentração da solução padrão. Foram diluídas amostras adequadamente, a fim de 
que a influência da cadeia polimérica sobre os íons do tampão fosse eliminada, uma 
vez que o polímero não conduz corrente elétrica.  Com as curvas analíticas 
devidamente construída, as fases, superior e inferior foram separadas e diluídas, as 
medidas de condutividade foram realizadas em triplicata. Neste caso considerou-se 
que as soluções salinas, tanto em água como em soluções poliméricas diluídas, 
mostram a mesma condutividade. 
II. Quantificação do PEG 
 
O polímero foi quantificado nas fases a partir da técnica de refratometria ( A. 
KRÜSS optronic GmbH). Inicialmente foi construída uma curva analítica de índices 
de refração (IR) em função da concentração de soluções padrão do PEG e do 
tampão. É importante lembrar que nesta curva analítica foi considerado somente o 
incremento de IR em função da concentração da solução do polímero. Ou seja, a 
cada valor de IR encontrado, foi descontado o valor de 1,33250 referente ao valor da 
água destilada na temperatura de análise (25 °C). A contribuição do sal e da água 
será subtraída do valor total do índice de refração das fases, pela expressão:64 
 
                   (4) 
 









III. Quantificação da água 
 
A quantidade de água presente em cada fase foi determinada pela diferença 
entre as composições em massa de cada componente em relação à porcentagem 
em massa total (      ), Equação 5  
 
                           (5) 
 
na qual            . 
 
A medida do índice de refração do polímero e a condutividade elétrica do sal 
foram feitas no Laboratório de Pesquisa em Fisico-Química do grupo de 





















4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
As composições das fases, expressa em porcentagem em massa (% m/m) 
para os sistemas aquosos bifásicos (SABs) formados a partir da mistura de soluções 
aquosas de PEG (1500,3350 e 6000 g/mol) e do tampão NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 
7,00), sob as temperaturas de 10, 25 e 40 °C, são mostrados  nas Tabelas 3 a 5 
abaixo, juntamente com os valores do comprimento da linha de amarração, CLA 
(inglês tie line length- TLL).  
Após a quantificação dos polímeros pelo índice de refração e do sal por 
condutividade, os dados foram tabelados (Tabelas 3 a 5). Dessa forma, foi possível 
observar que esses sistemas possuem a água como o constituinte majoritário em 
ambas as fases (Tabela 6), esse resultado também pode ser encontrado para SABs 
formado por dois polímeros imiscíveis.1,25 Isso torna os sistemas em estudo, ideais 
para a partição/purificação de biomateriais. Nascimento et al. (2013)66 utilizou 
sistemas de PEG de três diferentes massas molares como estratégia de separação 
e purificação da lectina. Além da quantidade da água ser favorável à partição de 
biomateriais, esses sistemas possuem baixa tensão interfacial, o que permite que 
esse tipo de soluto seja particionado sem que o mesmo perca sua atividade 
biológica.45 
As linhas de amarração (L.A) foram obtidas através da regressão linear 
correspondente às concentrações da composição global, da fase superior e da fase 
inferior, em cada temperatura (10, 25 e 40°C). O que se nota é que o CLA aumenta 
com o aumento da composição global. Esse comportamento está de acordo com 












Tabela 3: Dados de equilíbrio para o sistema PEG 1500 (    + sal (    + água a 10,25 e 40 °C. 







(100    
PEG 
(100    
Sal 
(100    
PEG 
(100    
Sal 
(100    
PEG 





1 8,47 15,57 2,98 24,22 15,71 0,39 27,02 
2 8,80 17,49 2,45 28,13 18,09 1,04 31,28 
3 9,13 19,66 1,97 30,68 20,47 0,50 35,40 
4 9,67 21,34 1,39 33,43 22,50 0,49 39,12 
 1 9,99 18,42 1,92 31,09 19,09 0,49 35,09 
25 2 10,77 19,57 1,55 33,71 20,48 0,45 38,27 
 3 11,64 20,75 1,25 36,01 21,53 1,46 40,06 
         
 1 8,30 15,19 2,82 26,81 14,75 0,39 28,99 
40 2 8,80 17,02 2,02 30,04 16,54 0,12 33,26 
 3 9,40 18,61 1,79 34,55 17,47 0,33 37,64 
 4 9,95 20,09 1,38 37,10 19,33 0,40 40,85 
 
 
Tabela 4: Dados de equilíbrio para o sistema PEG 3350 (    + sal (    + água a 10, 25 e 40°C. 







(100    
PEG 
(100    
Sal 
(100    
PEG 
(100    
Sal 
(100    
PEG 





1 7,87 14,57 2,83 24,16 14,2  0,79 26,09 
 2 8,50 15,78 2,36 26,99 15,47 1,77 28,42 
3 9,07 16,94 1,80 29,63 16,49 1,41 31,81 
4 9,71 18,05 1,49 31,65 19,71 1,27 35,42 
 1 7,85 14,69 2,65 25,17 13,99 0,50 27,15 
25 2 8,45 15,93 2,14 29,14 14,63 0,68 31,08 
 3 9,10 16,80 1,91 31,05 16,03 0,15 33,97 
 4 10,11 17,40 1,39 34,56 17,65 0,25 37,97 
 1 8,68 18,17 1,53 34,15 15,63 0,28 36,69 
40 2 9,05 19,25 1,33 36,23 16,45 1,24 38,12 
 3 9,50 20,26 1,07 39,51 18,33 1,27 41,95 






Tabela 5: Dados de equilíbrio para o sistema PEG 6000 (    + sal (    + água a 10,25 e 40 °C. 







(100    
PEG 
(100    
Sal 
(100    
PEG 
(100    
Sal 
(100    
PEG 





1 7,00 12,22 3,65 18,99 11,33 0,16 20,34 
2 7,40 13,36 3,03 22,29 12,80 0,16 24,19 
3 7,73 14,77 2,30 26,06 14,05 0,07 28,52 
4 8,17 16,43 2,01 28,12 15,02 0,29 30,72 
 1 7,94 12,41 2,65 25,38 12,26 0,86 26,34 
25 2 8,45 13,44 2,17 28,14 13,48 0,31 30,04 
 3 9,07 14,80 1,79 31,31 14,89 0,44 33,54 
 4 9,98 16,47 1,26 35,80 16,88 0,49 38,60 
 1 7,06 12,20 2,23 25,36 11,49 0,13 26,87 
40 2 7,35 13,41 2,06 27,47 11,84 0,42 28,77 
 3 7,68 14,79 1,82 30,05 12,64 0,47 31,49 
 4 8,08 
 
16,22 1,48 32,75 13,63 0,61 34,36 
 
 
A Tabela 6 mostra o concentração da água (% m/m) obtido pela Equação 5. 
 


















Tabela 6: Concentração da água (% m/m) presentes nas fases superiores e inferiores 
 
    PEGs    
  1500 3350 6000 
Temperatura L. A FS FI FS FI FS FI 
 1 72,80 83,90 73,01 84,78 77,35 88,51 
 2 69,42 80,88 70,65 82,75 74,67 87,04 
10°C 3 67,35 79,03 68,57 82,09 71,64 85,87 
 4 65,18 77,02 66,85 79,02 69,87 84,69 
        
        
 1 66,97 80,42 72,17 85,51 71,97 86,88 
25°C 2 64,71 79,07 68,71 84,69 69,69 86,22 
 3 62,72 76,90 67,04 83,82 66,90 84,67 
 4 - - 64,05 82,09 62,93 82,63 
        
 1 70,38 84,86 64,32 84,08 72,41 88,38 
40°C 2 67,94 83,34 62,44 82,31 70,47 87,74 
 3 63,66 82,20 59,42 80,40 68,13 86,89 
 4 61,52 80,27 57,23 77,43 65,76 85,76 
 
A Figura 8 faz uma comparação da capacidade de retenção de água entre as 









Figura 8 :  Capacidade de retenção de água das moléculas de PEG (1500, 3350 e 6000) nas temperaturas de 
10°C (■), 25°C (♦) e 40°C (▲) 
 
Em elevadas temperaturas, ocorre transferência de moléculas de água da 
fase superior, rica em PEG, para a fase inferior. Isso ocorre devido ao aumento da 
proporção hidrofóbica da molécula com o aumento da temperatura o que 
proporciona uma menor retenção de moléculas de água nessa fase, pois haverá 
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4.1. Influência da temperatura sobre os diagramas de fase 
 
O efeito da temperatura na composição do equilíbrio de fase foi analisado 
através da inclinação da linha de amarração, ILA ( do inglês slopes of the tie-line). A 
ILA foi calculado de acordo com a Equação 224,68 e os resultados reportados na 
tabela 7 . 
 
Tabela 7: Influência da temperatura sobre a inclinação da linha de amarração 
Tie 
Line 
Temperatura / °C 
 
10 25 40 
 
PEG 1500+ Fosfato + água 
1 -1,87 -1,78 -2,21 
2 -1,73 -1,76 -2,06 
3 -1,63 -1,70 -2,18 
4 -1,56 -------- -2,04 
PEG 3350+ Fosfato + água 
1 -2,02 -2,18 -2,40 
2 -1,92 -2,28 -2,31 
3 -1,92 -2,19 -2,22 
4 -1,67 -2,11 -2,02 
PEG 6000+ Fosfato + água 
1 -2,45 -2,55 -2,72 
2 -2,27 -2,46 -2,77 
3 -2,21 -2,36 -2,73 
4 -2,14 -2,26 -2,65 
   
 
 
Como pode ser visto, tanto o comprimento da linha de amarração como a 
inclinação, aumentam com o aumento da temperatura para cada composição global 
avaliada. Esse comportamento foi observado em outros sistemas PEG-sal 24 e 
copolímeros 29,30. Carvalho et. al. (2007)69 analisou a influência da temperatura no 
comportamento do sistema PEG 4000 + fosfato de potássio e verificou que o 
aumento da ILA foi menos pronunciado com o aumento da temperatura. 
Uma possível explicação para a mudança dos valores da ILA é a 
transferência de água da fase superior para a fase inferior, desse modo aumentando 
a concentração de PEG na fase superior e diminuindo a concentração do tampão na 
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fase inferior.30 Esses valores de ILA são resultados das interações entre todos os 
componentes que compõe os SABs, que promove a partição de cada um desses 
componentes entre as fases para minimizar energia livre  do sistema.70  
O efeito da temperatura sobre o diagrama de fase de cada PEG 1500 + 
NaH2PO4/Na2HPO4 + água pode ser visto nas Figuras (9 a 17) abaixo. 
 
Figura 9 : Diagrama de fase do sistemas PEG 1500 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à (▲) 40°C 
e (●) 25°C 
 
Na Figura 9 vemos que a área bifásica se expande com aumento da 
temperatura, enquanto que na Figura 10 mostra a redução da área bifásica com o 
aumento da temperatura. A Figura 11 mostra que, para um aumento da temperatura, 
a concentração do PEG aumenta na fase superior e houve um a redução da 
concentração do tampão na fase inferior. Esse efeito também foi observado por 
Santos et al. (2012)28 ao investigar sistemas formado por PEG 1500 + tiossulfato + 
H2O e Oliveira et al. (2008)

































Figura 10 : Diagrama de fase do sistemas PEG 1500 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à (■) 10°C 
e (●) 25°C 
 
 
Figura 11 : Diagrama de fase dos sistemas PEG 1500 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à (■) 
10°C e (▲) 40°C 
 
As Figuras a seguir mostram o efeito da temperatura nos diagramas dos 
PEGs 3350 e 6000 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água. As Figuras 12 e 14 mostram que 
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Enquanto que na Figura 12, o aumento na temperatura gerou um insignificante 
aumento da área bifásica. 
 
 
Figura 12: Diagrama de fase do sistemas PEG 3350 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à (▲) 
40°C e (●) 25°C 
 
 
Figura 13 : Diagrama de fase do sistemas PEG 3350 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à (■) 10°C 


















































Figura 14 : Diagrama de fase dos sistemas PEG 3350 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à (■) 
10°C e (▲) 40°C 
 




Figura 15 : Diagrama de fase do sistemas PEG 6000 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à (▲) 




















































Figura 16: Diagrama de fase do sistemas PEG 6000 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à (■) 10°C 
e (●) 25°C 
 
 
Figura 17: Diagrama de fase dos sistemas PEG 6000 + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à (■) 
10°C e (▲) 40°C  
 
Na figura 15 há uma pequena expansão da área bifásica com o aumento da 
temperatura para o sistema com o PEG 6000. Isso ocorre porque a interação sal-
PEG na formação do SAB é endotérmica, ou seja, a formação do SAB é favorecida 
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Silva e Loh (2000)35 em que obtiveram as medidas de entalpia de transferência 
(∆Htr) para alguns sais de sistemas água e PEG. Esse modelo está disposto no 
tópico 7 (Anexos) Na Figura 16 esse comportamento é oposto pois há uma 
diminuição da área bifásica com o aumento da temperatura. 
Em relação á Figura 17 percebeu-se um suave aumento da área bifásica com 
a diminuição da temperatura. Tal comportamento também é observado por Zafarani-
Moattar and Sadeghi.71 
É importante ressaltar que a contribuição entálpica para os três PEGs 
investigados nesse trabalho foi maior quando comparado aos sistemas formado por 
copolímeros bloco. Isso foi observado por Nascimento (2003)67 que estudou o efeito 
da temperatura para sistemas formados por copolímeros (L35 e F68) e PEGs (1500 
e 8000) com sais de fosfato. Nesse estudo ela concluiu que a variação da 
temperatura não influenciava fortemente na variação da região bifásica para os 
copolímero. 
 
4.2. Influência da massa Molar do PEG sobre o diagrama de fase 
 
O efeito da massa molar sobre os diagramas de fases estão demonstrados 
nas Figuras 18-20. 
 
 
Figura 18 : Efeito da massa molar nos diagramas de fases para os sistemas de PEG 1500 
























Pode-se perceber que o aumento da massa molar resultou em um aumento 
da região bifásica em todas as temperaturas (10, 25 e 40°C). Ou seja, alta massa 
molar do PEG requer uma baixa concentração dos constituintes para promover a 
separação de fase. Esse fato é relatado na literatura por vários trabalhos.33,39,41,72 O 




Figura 19: Efeito da massa molar nos diagramas de fases para os sistemas de PEG 1500 
(■), 3350 (∆) e 6000 (●) + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à 10°C 
 
Alvarenga et al. (2014)73 estudaram o comportamento do equilíbrio de fase 
dos PEGs 1500 e 4000 + sulfito de sódio + água em diferentes temperaturas e 
observaram os mesmos resultados citado anteriormente. E completam afirmando 
que esse efeito pode ser causado pelo aumento do caráter hidrofóbico do PEG com 
alta massa molar se comparado com PEG de baixa massa molar. Isso por que o 
aumento da hidrofobicidade acarretará na incompatibilidade entre os componentes 
























Figura 20 : Efeito da massa molar nos diagramas de fases para os sistemas de PEG 1500 
(■), 3350 (∆) e 6000 (●) + NaH2PO4/Na2HPO4 + água à 40°C 
 
Um modelo proposto por Guan (1994)74 explica o efeito da massa molar sobre 
os diagramas de fase. Este modelo é baseado na geometria estatística de que o 
volume eficaz excluído pode ser determinado. Esse volume é o espaço disponível 
numa rede de um componente (PEG) para o outro componente (sal). O valor desse 
volume eficaz excluído é afetado pelo tamanho, forma, interações intermoleculares 
entre os componentes formadores dos SABs. Quanto maior a massa molar do PEG, 
maior será o valor desse volume. Os valores mais elevados do volume eficaz de 
exclusão são refletidas nos diagramas de fase por uma mudança na posição da 
curva binodal em direção à origem, o que corresponde a um aumento da região de 
duas fases, e, portanto, uma menor concentração de polímero é necessário para 
formar sistemas de duas fases. Este resultado está de acordo com o reportado em 
































De acordo com os sistemas formados por PEG e sais de fosfato, o aumento 
da temperatura proporcionou uma melhor transferência de água das fases 
superiores para as fases inferiores em todos os PEGs e nas três temperaturas. Foi 
comprovado também o ambiente favorável para tais sistemas serem utilizados para 
a partição, pois suas fases são formadas majoritariamente por água. Além disso, foi 
possível observar o efeito da temperatura sobre esses sistemas, mesmo que esse 
efeito tenha ocorrido de forma suave.  
Sob o efeito da massa molar, os diagramas de fases também mostraram sua 
variação. Ficou claro que o aumento da massa molar, aumenta as unidades 
hidrofóbicas desses polímeros, gerando diagramas com maiores áreas bifásicas e 
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7.1 Curvas analíticas 
 
A Figura 1A abaixo refere-se à curva analítica construída para a quantificação 
do sais de fosfato nas fases de cada sistema.  
 
 
Figura 1A : Curva analítica dos Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7 pelo método de condutivimetria. 
 
Para a quantificação dos polímero, também foram construídas curvas 
analíticas para cada PEG ( Figuras 2A, 3A e 4A) pelo método de índice de refração. 
Nesses três últimos gráficos foi descontado o valor do índice de refração da 










y = 11490x + 1,5255 






























Figura 2A : Curva analítica construída para o PEG 1500 à 25°C. 
 
 







y = 0,0015x - 0,0012 



























Concentração do PEG 1500 % (m/m) 
y = 0,0015x - 0,0015 






























Figura 4A : Curva analítica construída para o PEG 6000 à 25°C 
 
7.2 Proposta de um mecanismo para a formação dos SABs 
 
De acordo com Silva (2000)23 a adição de um sal a uma solução de 
polímero, ocorre a interação entre o cátion e a macromolécula (Figura 5A), 
fazendo com que moléculas de água, antes solvatando os íons e as unidades 
EO, sejam liberadas e consequentemente, aumentando a entropia do sistema, 










Figura 5A: Representação da interação íon-PEG 
 
y = 0,0015x - 0,0009 





























A medida que mais eletrólito é adicionado o processo de interação PEG-íon 
continua (Figura 6A). A entropia da mistura PEG e íon é maior do que se na mesma 











Figura 6A: Interação PEG-íon onde há maior número de íons interagindo com a macromolécula 
 
Se um maior número de moléculas de água é liberada devido a essas 
interações, há uma aumento na entropia do sistema. Esta interação não ocorrerá 
excessivamente, pois com uma densidade máxima de cargas elétricas ao longo da 
cadeia, haverá o aparecimento de forças repulsivas de curto alcance, que 
desestabiliza o sistema. É aí que ocorre o ponto de saturação, não necessariamente 
físico (espacial) mas preferencialmente energético (aumenta-se muito a energia do 
micro-sistemas PEG-íon). 
A Figura 7A tenta expressar essa ideia evidenciando a existência de sítios 
espacialmente livres, mas energeticamente impedidos de serem ocupados. Neste 
caso, a adição de mais eletrólito leva seus íons a se concentrarem em regiões 
distantes da cadeia polimérica, reagrupando as moléculas de água ao seu redor e 



















Figura 7A: Interação PEG-íon onde não pode mais ocorrer interação (saturação) 
 
Como o aumento da entropia se torna energeticamente inviável, o sistema 
não consegue se manter homogêneo e nem minimizar a energia livre. Essa é a 
situação de instabilidade termodinâmica do sistema, o qual busca um novo estado 
em que a energia livre seja menor. O que será possível apenas com a formação de 
duas fases. Com essa nova formação, o polímero se concentra em uma fase e o sal 
em outra, aumentando a interação polímero-polímero e sal-sal. 
